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ABSTRAK 

 

UJI TOKSISITAS DAN AKTIVITAS ANTIKANKER SECARA IN VITRO 

DARI EKSTRAK ETANOL LAMUN (Enhalus acoroides) DAN TAURIN 

DENGAN BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) PADA KULTUR SEL LINE 

KANKER PAYUDARA MDA-MB-231 

 

Oleh 

Indah Khairunnisa 

 

Kanker payudara jenis triple negatif (TNBC) memiliki sifat yang sangat agresif 

karena tidak memiliki reseptor hormon estrogen (ER), progesteron (PR), dan HER-

2. Pengembangan obat antikanker saat ini sudah banyak dilakukan, yaitu dengan 

menggunakan bahan alam untuk mengurangi sifat toksisitas dari obat sintetik. Salah 

satu bahan alam yang berpotensi sebagai antikanker, yaitu lamun Enhalus acoroides 

serta Taurin yang termasuk jenis asam amino. Enhalus acoroides diketahui 

mengandung senyawa bioaktif yang dapat bersifat sitotoksik terhadap sel kanker, 

begitu pula dengan taurin. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui sifat toksisitas, 

sitotoksik, dan antiproliferatif ekstrak etanol Enhalus acoroides dan Taurin 

terhadap lini sel kanker payudara MDA-MB-231. Metode penelitian yang 

digunakan, yaitu uji fitokimia, analisis FTIR (Fourier-Transform Infrared 

Spectroscopy), uji aktivitas antioksidan DPPH, uji toksisitas BSLT, uji sitotoksik 

dan uji antiproliferatif WST-8. Berdasarkan uji fitokimia dan FTIR, ekstrak etanol 

Enhalus acoroides mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, tanin, terpenoid, 

saponin, dan fenolik. Ekstrak etanol Enhalus acoroides dan Taurin memiliki nilai 

LC50 461,576 ppm dan 632,886 ppm termasuk kategori sedang dan lemah. Lalu, 

berdasarkan uji sitotoksik dan uji antiproliferatif terhadap lini sel kanker payudara 

TNBC MDA-MB-231 ekstrak etanol Enhalus acoroides dan Taurin memiliki nilai 

IC50 masing-masing >2000 ppm dan tidak memiliki aktivitas antiproliferatif 

terhadap sel MDA-MB-231.  

 

Kata kunci: Antikanker, Brine Shrimp Lethality Test (BSLT), Enhalus acoroides,  

         Taurin, Sel MDA-MB-231, Kanker Payudara



 

 
 

ABSTRACT 

 

TOXICITY AND IN VITRO ANTICANCER ACTIVITY TEST OF 

SEAGRASS (Enhalus acoroides) ETHANOL EXTRACT AND TAURINE 

WITH BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) AND IN BREAST CANCER 

CELL LINE CULTURE MDA-MB-231 

 

By 

Indah Khairunnisa 

 

Triple negative breast cancer (TNBC) has a very aggressive characteristic because 

it does not have estrogen (ER), progesterone (PR), and HER-2 hormone receptors. 

The development of anticancer drugs is currently being carried out, by using natural 

ingredients to reduce the toxicity of synthetic drugs. One of the natural ingredients 

that has potential as an anticancer, is seagrass Enhalus acoroides and Taurine which 

is a type of amino acid. Enhalus acoroides is known to contain bioactive 

compounds that can be cytotoxic to cancer cells, as well as taurine. This study aims 

to determine the toxicity, cytotoxic, and antiproliferative properties of ethanol 

extracts of Enhalus acoroides and Taurine against breast cancer cell line MDA-MB-

231. The research methods used were phytochemical test, FTIR (Fourier-Transform 

Infrared Spectroscopy) analysis, DPPH antioxidant activity test, BSLT toxicity test, 

cytotoxic and antiproliferative test with WST-8. Based on phytochemical and FTIR 

tests, ethanol extracts of Enhalus acoroides contain alkaloid, flavonoid, tannin, 

terpenoid, saponin, and phenolic. Ethanol extracts of Enhalus acoroides and 

Taurine have LC50 values of 461.576 ppm and 632.886 ppm categorized as 

moderate and weak. Then, based on the cytotoxic test and antiproliferative test 

against TNBC breast cancer cell line MDA-MB-231, the ethanol extracts of 

Enhalus acoroides and Taurine have IC50 values of >2000 ppm respectively and do 

not have antiproliferative activity against MDA-MB-231 cells. 

 

Keywords: Anticancer, Brine Shrimp Lethality Test (BSLT), Enhalus acoroides,  

       Taurine, MDA-MB-231 cells, Breast cancer
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I. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Kanker termasuk salah satu penyakit mematikan yang menjadi 

permasalahan kesehatan utama di seluruh dunia. Berdasarkan data yang 

diperoleh pada tahun 2020 dari Global Cancer Observatory 

(GLOBOCAN), diketahui bahwa terdapat 19,3 juta kasus kanker dan 10 

juta kasus kematian akibat kanker di seluruh dunia (Sung dkk., 2021). 

Lalu, pada tahun 2022, terdapat sekitar 20 juta kasus kanker dengan 9,7 

juta kasus kematian akibat kanker di seluruh dunia. Sebagian besar kasus 

kanker (sekitar 56,1%) diperkirakan terjadi di Benua Asia. Hal ini 

dikarenakan populasi Benua Asia yang lebih besar dibandingkan dengan 

benua lainnya. Kanker paru-paru menjadi jenis kanker yang paling banyak 

terjadi dengan 2,4 juta kasus dan 1,8 juta kasus kematian. Lalu, diikuti 

kanker payudara dengan 2,3 juta kasus dan 665.684 kasus kematian (Bray 

dkk., 2024). 

Kasus kanker di Indonesia pada tahun 2020 mencapai 396.914 kasus 

kanker dan 234.511 kasus kematian akibat kanker. Data terakhir yang 

diperoleh pada tahun 2022 diketahui bahwa terdapat 408.661 kasus kanker 

dan 242.988 kasus kematian akibat kanker. Jenis kanker yang paling 

banyak terjadi di Indonesia, yaitu kanker payudara (16,2%), kanker paru-

paru (9,5%), kanker serviks (9%), kanker kolorektal (8,7%), dan kanker 

hati (5,8%) (GLOBOCAN, 2022). Faktor yang menyebabkan kasus kanker 

semakin meningkat tiap tahunnya seperti perubahan gaya hidup yang tidak 

sehat, polusi, radiasi, kebiasaan merokok, kondisi lingkungan, dan pola 

makan yang kurang baik. 
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Kanker payudara menjadi salah satu jenis kanker yang paling banyak 

terjadi di seluruh dunia, termasuk Indonesia.  Pada tahun 2022 terdapat 

sejumlah 66.271 kasus kanker payudara pada wanita dan sebagian kecil 

pada pria (GLOBOCAN, 2022). Usia, jenis kelamin, faktor genetik, dan 

hormon termasuk faktor-faktor yang menyebabkan terjadinya kanker 

payudara (Aisha dkk., 2025). Karakteristik dari terjadinya kanker 

payudara dapat ditandai dengan pertumbuhan sel abnormal pada jaringan 

epitel payudara sehingga akan terbentuk benjolan (Ikhuoria dan Bach, 

2018). Semakin meningkatnya jumlah kasus kanker selain disebabkan oleh 

beberapa faktor juga disebabkan karena keterlambatan diagnosis sehingga 

kanker telah mencapai stadium akhir dan sulit untuk diobati (Bray dkk., 

2024).  

Secara umum, kanker disebabkan karena pembelahan sel yang tidak 

terkontrol hingga dapat menyebar ke jaringan lainnya. Sel kanker yang 

sudah menyebar ke jaringan normal lain yang ada disekitarnya disebut 

dengan metastasis (Jadhav dan Babar dkk., 2021). Terdapat beberapa jenis 

kanker yang bersifat agresif, seperti kanker payudara TNBC. Kanker 

payudara TNBC memiliki karakteristik pertumbuhan sel yang invasif, 

berkembang dengan cepat, dan sulit untuk ditangani dibanding dengan 

jenis kanker payudara pada umumnya (Gaol dkk., 2023). Hal ini 

dikarenakan, jenis kanker payudara TNBC tidak memiliki reseptor 

terhadap estrogen, progesteron, dan (Human Epidermal Receptor 2) HER-

2 sehingga membuat jenis kanker ini menjadi lebih agresif dan sulit untuk 

diobati. Tingkat kelangsungan hidup penderita kanker payudara triple 

negatif mencapai 4%-20%. Saat ini, jenis pengobatan untuk jenis kanker 

payudara triple negatif hanya sebatas operasi dan juga kemoterapi 

(Pajewska dkk., 2025). 

Pada umumnya, pengobatan kanker meliputi operasi pengambilan jaringan 

kanker, kemoterapi, atau radiologi. Metode tersebut semakin menunjukkan 

keefektifan yang terbatas. Beberapa jenis toksisitas dapat terjadi akibat 

dari pengobatan kemoterapi. Contohnya seperti 5-fluorouracil dapat 
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menyebabkan mielotoksisitas, doxorubicin menyebabkan toksisitas 

jantung dan ginjal, bleomisin menyebabkan toksisitas paru-paru (Bajpai 

dkk., 2024). Saat ini, mulai dikembangkan pengobatan yang 

memanfaatkan bahan alam, seperti lamun. Hal ini dikarenakan lamun 

memiliki senyawa aktif fenolik dan antioksidan alami yang dapat memicu 

terjadinya apoptosis pada sel kanker (Khan dkk., 2019). 

Enhalus acoroides termasuk salah satu jenis lamun yang memiliki peran 

penting dalam ekosistem laut. Hal ini dikarenakan Enhalus acoroides 

merupakan produsen dalam rantai makanan laut dan juga sebagai habitat 

bagi biota laut. Saat ini, Enhalus acoroides banyak digunakan sebagai 

objek penelitian karena memiliki potensi sebagai antibakteri, antifungi, 

antifouling, antioksidan, dan antikanker (Dewi dkk., 2017). Potensi yang 

dimiliki oleh Enhalus acoroides disebabkan kandungan metabolit primer 

dan sekunder yang dikandungnya, yaitu karbohidrat, protein, alkaloid, 

fenolik, tanin, saponin, flavonoid, monoterpene, dan sesquiterpene 

(Windyaswari dkk., 2019).  

Potensi antioksidan yang dimiliki oleh Enhalus acoroides dibuktikan 

melalui penelitian yang dilakukan oleh Sami dkk (2020) bahwa ekstrak 

etanol Enhalus acoroides memiliki nilai IC50 sebesar 38,008 µg/ml 

terhadap radikal ABTS yang termasuk antioksidan sangat kuat. Lalu, 

ekstrak etanol Enhalus acoroides terhadap radikal DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl) memiliki nilai IC50 sebesar 747,78 µg/ml dan termasuk 

antioksidan lemah (Bareta dkk., 2025). Selain berpotensi sebagai 

antioksidan, Enhalus acoroides juga diketahui berpotensi sebagai 

antikanker. Hal ini dibuktikan oleh Ahmed dkk (2022) terhadap sel line 

HepG2 dan MCF-7. Ekstrak hydro-alkohol 60% Enhalus acoroides 

memiliki nilai IC50 sebesar 112,20 µg/ml terhadap sel line HepG2 dan 

101,60 µg/ml terhadap sel line MCF-7 sehingga dapat disimpulkan bahwa 

Enhalus acoroides bersifat sitotoksik dan berpotensi sebagai agen 

antikanker terhadap sel line HepG2 dan MCF-7 penyebab kanker hati dan 

kanker payudara. 
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Selain lamun, terdapat jenis asam amino yang juga diketahui berpotensi 

sebagai agen antikanker, yaitu Taurin. Taurin dapat disintesis dari metionin 

atau sistein di hati. Pada umumnya, taurin dapat ditemukan pada sel 

neuron di sistem saraf pusat dan sel otot rangka. Sumber taurin lainnya, 

yaitu dapat ditemukan pada daging, ikan, dan seafood, serta minuman 

berenergi. Taurin berperan dalam proses fisiologi tubuh, seperti 

perkembangan fetus, fungsi paru-paru, fungsi mitokondria, pertahanan 

antioksidatif, homeostasis Ca2+ (Surarak dkk., 2021). Selain itu, taurin 

juga diketahui memiliki efek antikanker dengan mengatur molekul yang 

berkaitan dengan apoptosis, antiinflamasi, daya antioksidan, dan mengatur 

sistem imunitas dengan cara meningkatkan ekspresi gen p53 dan menekan 

pertumbuhan tumor sehingga dapat menjadi agen terapeutik yang 

menjanjikan bagi penyakit kanker (Okano dkk., 2023). 

Aktivitas toksisitas yang terkandung dalam suatu senyawa dapat 

dibuktikan dengan uji Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). Uji toksisitas 

dengan metode BSLT berdasarkan pada kematian hewan uji Artemia 

salina sebanyak 50% atau lethal concentration 50 (LC50) dari keseluruhan 

populasi setelah diberikan senyawa. Prinsip yang digunakan pada 

pengujian dengan metode BSLT ini berdasarkan pada ilmu toksikologi 

dimana semakin tinggi dosis maka senyawa tersebut semakin toksik. Uji 

toksisitas dengan metode BSLT telah banyak dilakukan untuk menguji 

suatu senyawa yang diketahui mengandung senyawa bioaktif yang 

berpotensi sebagai antikanker (Aksono dkk., 2022). 

Berdasarkan hal tersebut, maka perlu dibuktikan aktivitas antikanker yang 

terdapat pada Enhalus acoroides dan taurin melalui uji toksisitas dengan 

metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) dan uji sitotoksik terhadap lini 

sel kanker MDA-MB-231 yang merupakan lini sel kanker payudara triple 

negatif. Uji toksisitas sebagai uji awal dilakukan dengan menggunakan 

metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) karena Artemia salina yang 

digunakan sebagai hewan uji memiliki sifat yang mudah untuk digunakan, 

membutuh biaya yang tidak banyak, dan dapat digunakan untuk menguji 
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sampel dalam jumlah besar dengan hasil yang dapat dipercaya (Araya 

dkk., 2024). 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Adapun rumusan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Bagaimana aktivitas toksisitas ekstrak etanol Enhalus acoroides dan 

taurin pada uji Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)? 

2. Bagaimana aktivitas sitotoksik pada sel kanker payudara MDA-MB-

231 setelah pemberian ekstrak etanol Enhalus acoroides dan taurin? 

3. Bagaimana aktivitas antiproliferasi pada sel kanker payudara MDA-

MB-231 setelah pemberian ekstrak etanol Enhalus acoroides dan 

taurin? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Adapun tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Membuktikan adanya aktivitas toksisitas pada ekstrak etanol Enhalus 

acoroides dan taurin dengan metode Brine Shrimp Lethality Test 

(BSLT) 

2. Membuktikan adanya aktivitas sitotoksik dari pemberian ekstrak 

etanol Enhalus acoroides dan taurin terhadap sel kanker payudara 

MDA-MB-231 

3. Menentukan waktu aktivitas antiproliferatif setelah pemberian ekstrak 

etanol Enhalus acoroides dan taurin terhadap sel kanker payudara 

MDA-MB-231. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Adapun manfaat penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Memberikan informasi mengenai kandungan senyawa metabolit 

sekunder yang terdapat pada Enhalus acoroides sebagai agen 

antikanker, khususnya kanker payudara. 
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2. Memberikan informasi yang bermanfaat untuk pengembangan obat 

alternatif kanker payudara dengan menggunakan Enhalus acoroides. 

 

1.5 Kerangka Pikir 

Kanker merupakan penyakit yang menjadi salah satu penyebab kematian 

di seluruh dunia. Kasus kanker semakin meningkat tiap tahunnya. Hal ini 

dapat dikarenakan adanya perubahan gaya hidup menjadi tidak sehat, 

kondisi lingkungan, faktor genetik, dan juga kurangnya kesadaran 

masyarakat untuk deteksi dini. Kanker payudara menjadi jenis kanker 

yang paling banyak terjadi. Pertumbuhan sel yang abnormal pada jaringan 

epitel payudara menjadikan terbentuknya benjolan pada payudara. Pada 

kanker payudara TNBC yang termasuk jenis kanker agresif karena tidak 

memiliki reseptor terhadap hormon estrogen, progesteron, dan HER-2 

sehingga sulit untuk diobati. Jika memiliki reseptor terhadap ketiga 

hormon tersebut, maka kerjanya dapat dihambat agar tidak menyintesis 

hormon yang dibutuhkan oleh sel kanker payudara untuk tumbuh. Oleh 

karena itu, pengobatan jenis kanker payudara TNBC tidak memungkinkan 

untuk dilakukan terapi hormonal melalui penghambatan pada reseptor 

hormon. 

Pengobatan kanker payudara TNBC terbatas pada operasi pengambilan 

jaringan kanker dan kemoterapi. Akan tetapi, pengobatan tersebut 

menunjukkan keefektifan yang terbatas karena obat-obatan sintetik dapat 

menyebabkan toksisitas. Saat ini, mulai dikembangkan obat antikanker 

yang bersumber dari bahan alam, salah satunya lamun. Lamun Enhalus 

acoroides diketahui memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder 

yang berpotensi sebagai agen antikanker. Begitu pula dengan salah satu 

jenis asam amino, yaitu taurin yang juga diketahui memiliki sifat 

antikanker melalui regulasi protein apoptosis. Hal ini dilakukan untuk 

meminimalisir efek negatif yang ditimbulkan akibat obat-obatan sintetik 

dalam kemoterapi sehingga dikembangkan pengobatan alternatif yang 

berasal dari bahan alam.  
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Namun, perlu diteliti lebih lanjut efektivitas Enhalus acoroides dan taurin 

sebagai agen antikanker, khususnya kanker payudara TNBC. Oleh karena 

itu, dilakukanlah penelitian ini untuk mengetahui aktivitas ekstrak etanol 

Enhalus acoroides dan taurin sebagai antikanker pada sel kanker payudara 

MDA-MB-231. 

 

1.6 Hipotesis 

Adapun hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Pemberian ekstrak etanol Enhalus acoroides dan taurin dapat 

memengaruhi kelangsungan hidup Artemia salina pada uji toksisitas 

dengan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

2. Pemberian ekstrak etanol Enhalus acoroides dan taurin dapat bersifat 

sitotoksik terhadap sel kanker payudara MDA-MB-231. 

3. Pemberian ekstrak etanol Enhalus acoroides dan taurin dapat bersifat 

antiproliferatif terhadap sel kanker payudara MDA-MB-231. 



 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Enhalus acoroides 

2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi Enhalus acoroides 

Berikut klasifikasi Enhalus acoroides menurut Cronquist (1981) 

dan sistem APG II (2003): 

Kerajaan : Plantae 

Divisi  : Magnoliophyta 

Kelas  : Liliopsida 

Bangsa  : Alismatales 

Suku  : Hydrocharitaceae 

Marga  : Enhalus 

Spesies  : Enhalus acoroides (L.f.) Royle 

Enhalus acoroides termasuk jenis lamun yang memiliki ciri khas 

dan dapat dengan mudah diidentifikasi karena memiliki morfologi 

yang besar. Adapun, morfologi dari Enhalus acoroides dapat dilihat 

pada Gambar 1. Pada bagian rhizoma, terdapat rambut-rambut 

berwarna hitam dengan akar yang banyak (Rawung dkk., 2018). 

Hal ini memungkinkan Enhalus acoroides untuk tumbuh pada 

substrat berlumpur, berpasir, celah-celah batu, serta patahan 

terumbu karang (Zurba, 2018).  

Umumnya, akar Enhalus acoroides memiliki rata-rata panjang 

sekitar 12-16,1 cm (Leslida dkk., 2024). Daun Enhalus acoroides 

berbentuk seperti pita dengan warna hijau gelap serta ujung daun 

yang membulat dan bergerigi (Rahman dkk., 2022). Panjang daun  
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Enhalus acoroides berkisar 23,3-71,2 cm dan lebar daunnya 

mencapai 1,2 cm (Leslida dkk., 2024). 

 

 

Gambar 1. Morfologi Enhalus acoroides 

Enhalus acoroides memiliki toleransi yang tinggi terhadap 

perubahan lingkungan, seperti suhu dan nutrien. Oleh karena itu, 

Enhalus acoroides digunakan sebagai indikator terhadap perubahan 

suhu dan nutrien yang bervariasi di habitat lautnya (Artika dkk., 

2020). Lamun berkembang biak melalui dua cara, yaitu secara 

vegetatif dengan menggunakan tunas atau rhizoma dan juga secara 

generatif melalui penyerbukan yang dilakukan di dalam air atau di 

permukaan air (Zurba, 2018). Beberapa faktor yang mempengaruhi 

pertumbuhan lamun, yaitu suhu, salinitas, kedalaman, kecepatan 

arus, kekeruhan, dan substrat (Rahman dkk., 2022).  

Kisaran suhu normal yang dibutuhkan oleh lamun untuk 

melakukan proses fisiologis, yaitu sekitar 28-30oC. Pertumbuhan 

tertinggi Enhalus acoroides terjadi pada suhu tinggi dengan 

perairan dangkal karena intensitas cahaya yang dibutuhkan oleh 
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Enhalus acoroides untuk melakukan proses fotosintesis. Enhalus 

acoroides tumbuh pada substrat berdasar lumpur, pasir, dan pasir 

dengan pecahan karang yang selalu tergenang dengan air untuk 

menjaga keberlangsungan hidupnya (Zurba, 2018). 

 

2.1.2 Senyawa Bioaktif Enhalus acoroides 

Enhalus acoroides mengandung berbagai macam senyawa bioaktif 

yang berpotensi dalam bidang biomedis. Ekstrak etil asetat Enhalus 

acoroides diketahui mengandung sekitar 30 senyawa bioaktif 

setelah dilakukan analisis GC-MS, diantaranya 1-nonadecene 

(17,15%), n-tetracosanol-1 (11,48%), 1-octadecene (10,06%), 2-

pentadecanone (7,87%), behenyl alcohol (7,33%), 17-

pentatriacontane (4,84%), triacontane (4,25%), tetratetracontane 

(4,17%), dan butylated hydroxytoluene (2,09%). Senyawa-senyawa 

tersebut berpotensi sebagai antibakteri, anti-inflamasi, anti-

tuberkulosis, antikanker, antioksidan, antifungi, pelembab, anti-

asma, dan untuk pengobatan kolesterol (Amudha dkk., 2018). 

Pada ekstraksi dengan menggunakan pelarut etanol 96%, Enhalus 

acoroides diketahui memiliki kandungan senyawa metabolit 

sekunder alkaloid, flavonoid, terpenoid, polifenol, saponin, dan 

steroid. Berdasarkan analisis GC-MS, terdapat 9 jenis senyawa 

yang didominasi oleh senyawa golongan alkaloid, flavonoid, 

terpenoid, dan polifenol. Lalu, pada analisis FTIR juga 

menunjukkan gugus spesifik, seperti gugus hidroksil (-OH), amina 

(-NH), -CH alifatik, dan aromatis pada gugus fungsi (Mahmiah 

dkk., 2023). 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Widiastuti dkk (2024), 

diketahui bahwa ekstrak etanol Enhalus acoroides mengandung 

senyawa alkaloid, flavonoid, saponins, dan steroid. Senyawa-

senyawa tersebut diketahui bersifat sitotoksik terhadap sel HeLa 



11 

 

 
 

karena mampu menurunkan viabilitas sel dengan nilai IC50 sebesar 

645,96 ppm. Selain itu, pada uji antiproliferatif yang dilakukan, 

ekstrak etanol Enhalus acoroides memiliki nilai doubling time 

yang lebih lama dibandingkan dengan kontrol sel. Hal ini 

menunjukkan bahwa, ekstrak etanol Enhalus acoroides mampu 

menghambat proliferasi sel HeLa. Senyawa metabolit sekunder 

yang terdapat pada ekstrak etanol Enhalus acoroides dapat bersifat 

sebagai anti-angiogenik, antiproliferatif, dan dapat menghambat 

aktivitas enzim topoisomerase (Habli dkk., 2017). 

Kemudian, pada ekstrak metanol Enhalus acoroides diketahui 

mengandung senyawa saponin, tanin, dan flavonoid yang juga 

bersifat sitotoksik terhadap sel HeLa. Nilai IC50 yang dimiliki 

ekstrak metanol Enhalus acoroides terhadap sel HeLa yaitu sebesar 

112 ppm. Selain itu, ekstrak metanol Enhalus acoroides juga 

bersifat antiproliferatif (Widiastuti dkk., 2019). Hal ini dikarenakan 

mekanisme aksi yang dimiliki oleh senyawa bioaktif sebagai 

penghalang transduksi sinyal dengan reseptor yang dapat 

meneruskan sinyal proliferatif ke sitoplasma. Dengan demikian, 

dapat menghambat proliferasi sel melalui penghambatan fase S 

pada siklus sel dan juga menghambat protein anti apoptosis 

(Ismaryani dkk., 2018). 

 

2.2 Karsinogenesis 

Karsinogenesis merupakan proses dimana sel normal berubah menjadi sel 

kanker melalui berbagai mekanisme. Perubahan sel normal menjadi sel 

kanker terjadi melalui 3 tahap. Pertama, yaitu tahap inisiasi dimana sel 

normal mengalami mutasi yang tidak dapat diperbaiki dan sebagai respon 

terhadap faktor onkogenik (Zhou dkk., 2025). Pada tahap ini juga terjadi 

penghambatan apoptosis baik secara intrinsik maupun ekstrinsik (Chahar 

dkk., 2020). Terdapat beberapa faktor yang dapat memicu terjadinya tahap 

inisiasi, yaitu faktor kimia, fisika, dan biologi. Faktor kimia seperti 
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Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) yang dapat ditemukan pada 

asap rokok dan beberapa bahan makanan. Faktor fisika seperti radiasi sinar 

ultraviolet (UV) dan radiasi ion yang dapat menyebabkan kerusakan DNA 

secara langsung. Lalu, faktor biologi seperti virus onkogenik yang dapat 

memicu perubahan onkogenik (Bhat dkk., 2024).  

Kedua, yaitu tahap promosi, dimana sel mulai mengalami ekspansi klonal 

selektif yang berubah menjadi sel prakanker dengan proliferasi sel yang 

berkelanjutan dan tidak terkendali (Zhou dkk., 2025). Jumlah ROS yang 

meningkat juga membantu mengaktivasi karsinogen melalui reaksi 

langsung dengan DNA untuk menghasilkan DNA oksidatif (Chahar dkk., 

2020). Selama tahap ini, tingkat proliferasi sel menjadi sangat tinggi 

dibandingkan dengan sel normal karena diatur oleh promoter tumor yang 

dapat mengaktivasi jalur pensinyalan (Bhat dkk., 2024). 

Ketiga, yaitu tahap progresi dimana sel prakanker berubah menjadi tumor 

ganas (Zhou dkk., 2025). Sel-sel prakanker mengalami perubahan genetik 

dan epigenetik tambahan yang meningkatkan tingkat keganasan, 

invasivitas, dan metastasis. Salah satu ciri dari tahap ini adalah akumulasi 

genom yang tidak stabil sehingga menyebabkan mekanisme perbaikan 

DNA menjadi rusak atau bagian checkpoint pada siklus sel tidak berfungsi. 

Akibatnya, terjadi mutasi pada DNA dan kelainan pada kromosom. Selain 

itu, pada tahap ini sel kanker akan menginvasi jaringan yang ada di 

sekitarnya dan bermetastasis (Bhat dkk., 2024). Mekanisme karsinogenesis 

sel kanker dapat dilihat pada Gambar 2. 

 

 

Gambar 2. Mekanisme karsinogenesis (Bhat dkk., 2024) 
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Senyawa karsinogen dapat memengaruhi keseimbangan redoks di dalam 

sel dan menyebabkan terjadinya stres oksidatif. Kerusakan oksidatif 

dianggap sebagai faktor utama terjadinya mutasi pada DNA yang 

menyebabkan ketidakstabilan genom. DNA yang mengalami mutasi titik, 

delesi, insersi, atau translokasi akan menyebabkan teraktivasinya onkogen 

dan menonaktifkan gen penekan tumor (tumour suppressor gene) dan 

berpotensi memulai atau meningkatkan karsinogenesis (Smith dkk., 2016). 

Pada sel normal, terdapat proto-onkogen yang mengatur diferensiasi dan 

proliferasi sel normal. Ketika, terjadi mutasi maka akan berubah menjadi 

onkogen yang berperan dalam patogenesis kanker. Setiap proto-onkogen 

memiliki promoter yang memungkinkan gen tersebut untuk bereaksi 

dengan sinyal fisiologis (Kontomanolis dkk., 2020). 

Selama karsinogenesis, terjadi ketidakseimbangan ion pada sel tumor yang 

menyebabkan membran sel terdepolarisasi, meningkatkan volume sel, dan 

menginduksi terjadinya proliferasi. Potensial membran sel yang rendah 

pada sel tumor menyebabkan reorganisasi plasma lipid dan mengaktivasi 

jalur pensinyalan yang berkaitan dengan membran untuk menstimulasi 

masuknya kation kalsium ke dalam sel yang berperan penting dalam 

proses proliferasi. Akumulasi ion negatif pada sel tumor akibat 

depolarisasi akan menstimulasi proses karsinogenesis (Zamay dkk., 2025). 

 

2.3 Kanker Payudara 

Kanker payudara terjadi karena proliferasi sel pada payudara tidak 

terkendali. Hal ini bisa disebabkan oleh beberapa faktor, seperti makanan, 

lingkungan, dan faktor genetik. Sekitar 5% kasus kanker payudara 

berdasarkan faktor genetik akibat adanya mutasi yang menyebabkan 

pertumbuhan tumor pada jaringan payudara. Gen yang berperan dalam 

menurunkan kanker payudara, yaitu BRCA1 dan BRCA2 yang bermutasi 

sehingga menyebabkan terjadinya kanker (Cuthrell and Tzenios, 2023). 

Selain itu, hormon estrogen dan androgen juga berperan penting dalam 

perkembangan kanker payudara. Kadar estradiol dan estron yang tinggi 
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ditemukan pada wanita yang menderita kanker payudara. Estrogen 

disintesis oleh ovarium dan beberapa kelenjar adrenal pada tubuh wanita. 

CYP19 atau aromatase merupakan enzim yang berperan dalam 

metabolisme steroid androgen C19 menjadi estrogen. mRNA CYP19 dapat 

ditemukan pada sel epitel unit duktal lobular terminal dan sel stroma 

payudara manusia normal. Aktivitas CYP19 yang tinggi dapat 

meningkatkan resiko kanker payudara melalui penyediaan estrogen untuk 

aktivasi metabolisme dan stimulasi mitosis sel pada epitelium payudara. 

Metode farmakologi yang dapat dilakukan sebagai pengobatan kanker 

payudara adalah dengan menghalangi aktivitas CYP19 (Starek-

Swiechowicz dkk., 2021). Oleh karena itu, wanita memiliki resiko yang 

tinggi terhadap kanker payudara karena kadar estrogen yang lebih tinggi 

dan sel-sel payudara sangat rentan terhadap keseimbangan hormon 

estrogen dan progesteron (Lukasiewicz, dkk., 2021). 

Kanker payudara dapat dibedakan menjadi 3 jenis, yaitu: subtipe positif 

hormon atau mengekspresikan reseptor estrogen (ER+) dan progesteron 

(PR+), subtipe positif Human Epidermal Receptor 2 (HER2+) dan subtipe 

triple negatif (ER-, PR-, HER2-) (Juarez dkk., 2020). Kanker payudara 

jenis triple negatif memiliki cara pengobatan yang lebih sulit daripada 

jenis lain karena tidak memiliki ketiga jenis reseptor. ER dapat berperan 

sebagai biomarker prognostik dan juga biomarker prediktif untuk 

pengobatan kanker payudara dan terapi endokrin. Hubungannya berkaitan 

dengan ekspresi PR karena dipengaruhi oleh ER dan interaksi antara PR – 

progesteron dapat mengikat dan mengubah situs pengikatan kromatin pada 

ER sehingga pengaturan gen yang terlibat dalam proliferasi sel menjadi 

seimbang (Barzaman dkk., 2020).   

Kanker payudara TNBC lebih sering terjadi pada wanita yang belum 

mengalami menopause (premenopausal). Profil sel kanker yang lebih 

agresif, yaitu tinggi kadar p54 dan Ki67 dengan ekspresi Bcl-2 yang 

rendah, memiliki ukuran sel tumor yang lebih besar dengan tingkat mitosis 

sel yang tinggi. Pada umumnya, wanita dengan ras Afrika-Amerika dan 
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Hispanik beresiko lebih tinggi terhadap kanker payudara jenis triple 

negatif (Almansour, 2022). Faktor yang menyebabkan kanker payudara 

TNBC lebih resisten dan sulit untuk diobati karena mudah untuk 

beradaptasi terhadap sistem imun dan cepat mengembangkan resistensi 

terhadap agen kemoterapi (Wein and Loi, 2017).  

Terdapat 6 jenis subtipe molekuler pada kanker payudara TNBC 

berdasarkan jalur pensinyalan, karakteristik genetik dan epigenetik, serta 

kondisi imun, yaitu (Pont dkk., 2024): 

1. Basal-Like 1 (BL1), yang ditandai dengan peningkatan ekspresi gen 

yang berkaitan dengan siklus sel dan respon kerusakan DNA 

2. Basal-Like 2 (BL2), yang ditandai dengan peningkatan jalur sinyal 

faktor pertumbuhan, glikolisis, dan glukoneogenesis. 

3. Mesenkimal (M), yang menunjukkan ekspresi tinggi pada gen yang 

berkaitan dengan motilitas dan transisi epitel-mesenkimal 

4. Mesenkimal Stem-Like (MSL), yang menunjukkan kurangnya ekspresi 

gen proliferasi tetapi kaya akan gen yang berkaitan dengan sel batang 

mesenkimal 

5. Immunomodulatory (IM), yang ditandai dengan ekspresi yang tinggi 

pada gen yang terlibat dalam proses sel imun, seperti keberadaan 

antigen dan jalur transduksi sinyal imun 

6. Luminar Androgen Receptor (LAR), yang mengekspresikan gen yang 

terlibat dalam sintesis steroid, metabolisme androgen atau estrogen, 

dan metabolisme porfirin. 

 

2.4 Taurin 

Taurin atau 2-aminoethansulfonic acid (NH2CH2CH2SO3H) merupakan 

asam amino non-esensial yang tidak terlibat dalam proses sintesis protein 

karena tidak memiliki gugus karboksil sehingga tidak bisa melakukan 

glukoneogenesis dan bukan merupakan sumber energi langsung. Struktur 

kimia taurin dapat dilihat pada Gambar 3. Taurin banyak ditemukan pada 

jaringan tubuh mamalia, seperti retina, otot rangka, hati, platelets, dan 
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leukosit. Karena terdiri dari asam sulfonik membuat taurin bersifat sangat 

asam dan merupakan asam amino zwitterionik (Walliullah dkk., 2023). 

TauT merupakan transporter taurin yang berperan penting dalam 

penyerapan dan distribusi taurin melintasi membran sel. Pada kondisi pH 

fisiologis, taurin bertindak sebagai molekul amfifatik dengan gugus asam 

sulfonik kepala dan gugus amin yang bermuatan positif sebagai ekor (Xu 

dkk., 2025). Beberapa fungsi fisiologis yang dimiliki oleh taurin, yaitu 

meliputi antioksidan, antiinflamasi, konjugasi garam empedu, 

osmoregulasi, stabilitas membran, regulasi volume sel, dan induksi 

autofagi (Okano dkk., 2023). Taurin melindungi sel dari pengaruh 

kerusakan yang disebabkan oleh perubahan lingkungan dari luar sel. 

Selain itu, taurin juga membantu menjaga stabilitas membran sel 

(Morales-Borges dkk., 2020).  

 

 

Gambar 3. Struktur kimia taurin 

Taurin juga diketahui memiliki sifat antikanker dengan mengatur molekul 

yang berkaitan dengan apoptosis, meningkatkan kemampuan antiinflamasi 

dan antioksidan, serta mengatur imunitas tubuh (Okano dkk., 2023). 

Taurin mampu menginduksi apoptosis dengan cara meningkatkan ekspresi 

protein pro-apoptosis Bax dan tumor suppressor gene p53 sehingga 

menyebabkan ekspresi protein anti-apoptosis yaitu Bcl-2 ditekan. 

Apoptosis yang disebabkan oleh taurin bukan hanya berkaitan dengan 

jalur apoptosis mitokondria tetapi juga berkaitan dengan jalur pensinyalan 

apoptosis lainnya (Li dkk., 2019). Sebagai makanan, taurin dapat 

ditemukan pada seafood, hati, daging ayam, daging kalkun, susu, kaju, dan 

telur. Selain itu, taurin juga dapat ditemukan pada minuman berenergi 



17 

 

 
 

untuk menambah dan menyediakan energi tambahan dengan dosis taurin 

umumnya sebesar 30-400 mg/100ml. Taurin juga dapat ditemukan pada 

ASI untuk mendukung pertumbuhan bayi agar tidak mengalami defisit 

taurin yang menyebabkan kelainan neurologis (Rais dkk., 2022).  

Biosintesis taurin melibatkan asam amino sistein. Pertama, sistein 

teroksidasi menjadi asam sistein sulfinik oleh enzim sistein dioksigenase. 

Lalu, enzim asam sistein sulfinik berubah menjadi hipotaurin yang 

kemudian dioksidasi menjadi taurin. Kedua, sintesis taurin melibatkan 

sistein yang dikonjugasi dengan koenzim A (CoA) untuk melepaskan 

sisteamin saat CoA mengalami turnover. Proses ini melibatkan enzim 2-

aminoetometil dioksigenase yang berperan aktif dalam konversi sisteamin 

menjadi hipotaurin. Hipotaurin kemudian akan berubah menjadi taurin 

melalui oksidasi (Walliullah dkk., 2023). Stres pada retikulum endoplasma 

dapat dinetralisir oleh taurin dan juga kemampuan untuk mencegah 

permeabilitas membran mitokondria (Rais dkk., 2023). Taurin berperan 

sebagai antioksidan karena dapat membersihkan ROS sehingga 

mengurangi pembentukan ROS dan menekan efek berbahaya yang dapat 

ditimbulkan dari stres oksidatif. Taurin sangat efektif terhadap ROS jenis 

peroxyl radicals (ROO-), superoxide anions (O2
==), nitric oxide (NO-), dan 

peroxynitrite (ONOO-) (Waliullah dkk., 2023). 

 

2.5 Uji Toksisitas dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

Uji toksisitas digunakan untuk mengetahui pada dosis berapa suatu 

senyawa dikatakan toksik. Semua jenis senyawa yang memiliki dosis 

tinggi dapat menimbulkan efek toksik yang besar. Ketika senyawa tersebut 

dikurangi dosisnya maka efek toksik yang ditimbulkan dapat berkurang. 

Oleh karena itu, semua jenis senyawa terutama yang digunakan sebagai 

obat perlu dilakukan uji toksisitas (Pohan dkk., 2023). Metode yang biasa 

digunakan dalam pengujian toksisitas adalah Brine Shrimp Lethality Test 

(BSLT) yang menggunakan Artemia salina sebagai hewan uji (Suneka and 

Manoranjan, 2021). Artemia merupakan jenis krustasea kecil yang bersifat 
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halofilik dan tersebar di lingkungan dengan bersalinitas di seluruh dunia 

kecuali Antartika. Artemia biasanya berperan sebagai makanan untuk 

krustasea besar lain dan juga ikan (Meenatchi dkk., 2024). Pada Gambar 4 

dapat dilihat Artemia salina di bawah mikroskop. 

 

 

Gambar 4. Artemia salina (Joshua dkk., 2022) 

Hasil dari uji toksisitas dengan metode BSLT diketahui berdasarkan lethal 

concentration 50 (LC50) dimana merupakan konsentrasi optimal dari suatu 

senyawa yang dapat membunuh 50% populasi Artemia salina. Semakin 

rendah nilai LC50 maka semakin tinggi efek toksiknya. Keuntungan dari 

metode BSLT adalah metodenya mudah untuk dilakukan, cepat, dapat 

dilakukan berulang-ulang, dan tidak membutuhkan biaya yang besar 

(Aksono dkk., 2022). Artemia salina yang mati disebabkan karena 

senyawa toksik yang masuk melalui mulut larva dan diserap oleh sistem 

pencernaannya menyebabkan terjadinya kerusakan pada reaksi metabolik 

dalam tubuh larva (Wicaksana dkk., 2023). 

Artemia salina betina memiliki tingkat kesuburan yang tinggi, yaitu 

mencapai 250 embrio per telur. Reproduksinya dapat berlangsung secara 

ovovivipar jika kondisi lingkungan salinitas cenderung stabil dan ovipar 

jika kondisi lingkungan salinitas dan suhu yang ekstrim, hipoksia, 

kekurangan makanan, periode cahaya yang pendek, dan faktor stres 

lingkungan lainnya. Artemia salina dapat membentuk kista embrio yang 

dorman pada lingkungan yang ekstrim (Camara, 2020). Artemia salina 
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dewasa memiliki sistem osmoregulasi yang efisien karena memiliki enzim 

Na=/K+-ATPase yang aktivitasnya akan semakin meningkat seiring 

meningkatnya salinitas pada lingkungan. Bagian metepopodit pada 

Artemia salina juga merupakan bagian yang berfungsi sebagai pertukaran 

ion secara aktif untuk pengaturan osmoregulasi dalam tubuh Artemia 

salina (Imene dkk., 2020). 

 

2.6 Uji Sitotoksik dengan Metode WST-8 

Uji sitotoksik digunakan untuk menentukan kadar toksisitas yang dimiliki 

oleh suatu senyawa terhadap sel. Uji sitotoksik merupakan uji yang 

penting untuk dilakukan dalam pengukuran dan skrining pada sel jaringan 

secara in vitro. Hal ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh suatu 

senyawa terhadap proliferasi dan morfologi sel. Pada pengujian 

antikanker, uji sitotoksik dilakukan untuk mencari obat atau senyawa yang 

mampu menghambat pertumbuhan atau menurunkan viabilitas sel (Shafiee 

dkk., 2021). Viabilitas sel merupakan jumlah sel yang normal atau sehat 

pada suatu sampel. Selain itu, viabilitas sel merupakan tujuan utama 

dilakukannya uji sitotoksik karena berkaitan dengan jumlah sel yang 

masih sehat setelah diberikan suatu senyawa (Kamiloglu dkk., 2020). Uji 

sitotoksik ditentukan berdasarkan nilai inhibitory concentration 50 (IC50) 

yang merupakan kemampuan suatu senyawa untuk membunuh populasi 

sel sebanyak 50% (Shafiee dkk., 2021). 

Metode WST-8 merupakan salah satu metode yang dapat dilakukan dalam 

pengujian sitotoksik. WST-8 merupakan garam tetrazolium generasi kedua 

yang pertama kali disintesis oleh Tominaga. Umumnya, WST-8 digunakan 

sebagai indikator kromogenik untuk viabilitas sel. Penurunan kadar WST-

8 yang berwarna kuning muda oleh sel yang masih hidup akan 

menghasilkan produk formazan berwarna jingga (Kamiloglu dkk., 2020). 

Formazan yang terbentuk memiliki absorpsi maksimum pada panjang 

gelombang 450 nm dikarenakan reduksi WST-8 oleh NAD(P)H 

(Chamchoy dkk., 2019). WST-8 diketahui lebih sensitif untuk mengukur 
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viabilitas sel daripada garam tetrazolium lainnya, seperti MTT, MTS, 

XTT, dan WST-1 (Kamiloglu dkk., 2020). 

WST-8 atau juga bisa disebut Cell Counting Kit-8 (CCK-8) lebih banyak 

digunakan karena memiliki toksisitas rendah yang memudahkan dalam 

mempersiapkan sel untuk uji proliferasi secara berturut-turut. Kadar 

NAD(P)H yang ditunjukkan pada metode WST-8 merupakan respon 

terhadap aktivitas dehidrogenase dan berkaitan dengan jalur metabolisme 

glukosa (Fan dkk., 2024). Reagen WST-8 dibuat dari 5 mM WST-8, 0.2 

mM 1-methoxy PMS, dan 150 mM NaCl yang dilarutkan dalam air. 

Suspensi sel diletakkan dalam 96-well plates yang masing-masing 

sumuran mengandung 100 µl bahan uji. Lalu, plat diletakkan pada 

lingkungan dengan kondisi suhu 37oC dan kadar kelembaban 5% CO2 

untuk memastikan sel berada dalam kondisi yang optimal. Sel kemudian 

diinkubasi selama waktu yang ditentukan lalu diberikan 10 µl reagen 

WST-8. Selanjutnya, plat dimasukkan ke dalam inkubator pada suhu 37oC 

dan didiamkan selama 2 jam. Setelah itu, sel dapat dihitung absorbansinya 

pada panjang gelombang 450 nm (Chaudhry dkk., 2024). 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus – Oktober 2025. Adapun 

untuk pembuatan ekstrak etanol Enhalus acoroides dan uji toksisitas 

dengan metode BSLT dilaksanakan di Laboratorium Zoologi, FMIPA, 

Universitas Lampung. Uji fitokimia dilaksanakan di Laboratorium Kimia 

Organik, FMIPA, Universitas Lampung. Uji aktivitas antioksidan dengan 

metode DPPH dilaksanakan di Laboratorium Botani, FMIPA, Universitas 

Lampung. Untuk mengetahui gugus fungsi pada senyawa dengan metode 

FTIR dilaksanakan di UPA Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi 

Teknologi (LTSIT), Universitas Lampung. Untuk pengujian sitotoksik dan 

antiproliferatif pada sel kanker payudara MDA-MB-231 dilaksanakan di 

Laboratorium Riset Translasional Farmasi, Fakultas Farmasi, Universitas 

Padjajaran. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

Adapun alat-alat yang dibutuhkan dalam penelitian ini yaitu beaker glass, 

Erlenmeyer, corong, tabung reaksi, labu ukur, spatula, batang pengaduk, 

timbangan analitik, rotary evaporator, pipet tetes, mikropipet dan 

mikrotip, pot urin (wadah uji), akuarium, aerator, lampu, kaca pembesar, 

spektroskopi FTIR, spektrofotometri UV-Vis, akuarium, aerator, lampu, 

kaca pembesar, waterbath,  inkubator CO2, sentrifuge, flask T25, conical 

tube, microtube 1,5 ml, 96-well plate, haemocytometer, Laminar Air Flow 

(LAF) cabinet, serological pipet, pipet gun, cawan petri, object and cover 

glass, dan mikroskop. 
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Adapun bahan-bahan yang dibutuhkan dalam penelitian ini yaitu lamun 

Enhalus acoroides, etanol 96%, taurin, kertas saring, kloroform, reagen 

Mayer, serbuk Mg, asam klorida (HCl), asam sulfat (H2SO4), 

besi(III)klorida (FeCl3), aquades, kalium bromida (KBr), metanol, serbuk 

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), alumunium foil, asam askorbat, telur 

Artemia salina “Supreme plus”, styrofoam, lakban hitam, air laut steril, 

etanol 70%, ragi, kultur sel MDA-MB-231, Cisplatin, media Rosewell 

Park Memorial Institute (RPMI), Penicillin Streptomycin 1%, L-glutamat 

1%, Fetal Bovine Serum (FBS) 10%, Phosphate-Buffered Saline (PBS), 

tripsin, Trypan blue, Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 100%, dan reagen Cell 

Counting Kit-8 (CCK-8). 

 

3.3 Jenis dan Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental dengan Rancangan 

Acak Lengkap (RAL).  

➢ Uji Aktivitas Antioksidan dengan metode DPPH  

Penelitian ini menggunakan RAL 2 x 5 yang terdiri dari 2 jenis bahan 

uji dan 5 seri konsentrasi, yaitu 250; 500; 750; 1000; dan 1250 ppm 

dengan pengulangan sebanyak tiga kali dan juga K+ Asam askorbat. 

Tabel 1. Rancangan uji aktivitas antioksidan 

No Jenis Sampel Konsentrasi Ulangan Keterangan 

1 
Ekstrak etanol 

Enhalus acoroides 

250; 500; 750; 1000; 

dan 1250 ppm 
3x Bahan uji 1 

2 Taurin 
250; 500; 750; 1000; 

dan 1250 ppm 
3x Bahan uji 2 

3 Asam askorbat 2; 4; 6; 8; dan 10 ppm 3x 
Kontrol positif 

(K+) 

 

➢ Uji Toksisitas dengan Metode BSLT  

Penelitian ini menggunakan RAL 2 x 6 terdiri dari 2 jenis bahan uji 

dan 6 seri konsentrasi, yaitu 62,5; 125; 250; 500; 1000; dan 2000 ppm 
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dengan pengulangan sebanyak lima kali dan juga K- hanya air laut 

tanpa bahan uji. 

Tabel 2. Rancangan uji toksisitas 

No Jenis Sampel Konsentrasi Ulangan Keterangan 

1 
Ekstrak etanol 

Enhalus acoroides 

62,5; 125; 250; 500; 

1000; dan 2000 ppm 
5x Bahan uji 1 

2 Taurin 
62,5; 125; 250; 500; 

1000; dan 2000 ppm 
5x Bahan uji 2 

3 Air laut 0 ppm 5x 
Kontrol 

negatif (K-) 

  

➢ Uji Sitotoksik dengan Metode WST-8  

Penelitian ini menggunakan RAL 2 x 6 yang terdiri dari 2 jenis bahan 

uji dan 6 seri konsentrasi dan juga dilengkapi dengan 5 jenis kontrol, 

yaitu: K+ Cisplatin, Kontrol Pelarut (KP), Kontrol Medium Ekstrak 

(KME), Kontrol Medium (KM), dan Kontrol Sel (KS).  

Tabel 3. Rancangan uji sitotoksik 

No Jenis Sampel Konsentrasi Ulangan Keterangan 

1 

Ekstrak etanol 

Enhalus 

acoroides 

62,5; 125; 250; 500; 

1000; dan 2000 

ppm 

3x Bahan uji 1 

2 Taurin 

62,5; 125; 250; 500; 

1000; dan 2000 

ppm 

3x Bahan uji 2 

3 Cisplatin 

3,125; 6,25; 12,5; 

25; 50; dan 100 

ppm 

3x 
Kontrol positif 

(K+) 

4 Pelarut (DMSO) 

0,03125%; 

0,0625%; 0,125%; 

0,25%; 0,5%; dan 

1% 

2x 
Kontrol Pelarut 

(KP) 

5 
Medium + 

Ekstrak 

Ekstrak 

etanol 

Enhalus 

acoroides 

62,5; 

125; 

250; 

500; 

1000;  

2000 

ppm 

2x 

Kontrol 

Medium Ekstrak 

(KME) 

Taurin 

6 Medium - 3x 
Kontrol 

Medium (KM) 

7 Sel - 3x 
Kontrol Sel 

(KS) 
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➢ Uji Antiproliferatif dengan Metode WST-8  

Penelitian ini menggunakan RAL 2 x 6 x 3 yang terdiri dari 2 jenis 

bahan uji, 6 seri konsentrasi, dan 3 waktu inkubasi. 

Tabel 4. Rancangan uji antiproliferatif 

No 
Jenis 

Sampel 
Konsentrasi Ulangan 

Waktu 

Inkubasi 
Keterangan 

1 

Ekstrak 

etanol 

Enhalus 

acoroides 

62,5; 125; 250; 

500; 1000; dan 

2000 ppm 

3x 

24; 48; 

dan 72 

jam 

Bahan uji 1 

2 Taurin 

62,5; 125; 250; 

500; 1000; dan 

2000 ppm 

3x Bahan uji 2 

3 Cisplatin 

3,125; 6,25; 12,5; 

25; 50; dan 100 

ppm 

3x 
Kontrol 

positif 

4 
Pelarut 

(DMSO) 

0,03125%; 

0,0625%; 0,125%; 

0,25%; 0,5%; dan 

1% 

2x 
Kontrol 

Pelarut (KP) 

5 
Medium + 

Ekstrak 

Ekstrak 

etanol 

Enhalus 

acoroides 

62,5; 

125; 

250; 

500; 

1000; 

dan 

2000 

ppm 

2x 
Kontrol 

Medium 

Ekstrak 

(KME) 
Taurin 2x 

6 Medium - 3x 

Kontrol 

Medium 

(KM) 

7 Sel - 3x 
Kontrol Sel 

(KS) 

 

1. Populasi Sel 

Penelitian ini menggunakan suspensi 80.000 sel/mL MDA-MB-231 

yang didapat dari Laboratorium Riset, Fakultas Farmasi, Universitas 

Padjajaran. Sel kemudian dikultur pada media RPMI yang 

ditambahkan Penicillin Streptomycin 1%, L-glutamat 1%, dan FBS 

10% menurut CCRC (2013). 

2. Sampel 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini telah memenuhi kriteria 

inklusi dan eksklusi, yaitu: 
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a. Inklusi, merupakan kriteria sel MDA-MB-231 telah memiliki 

kemampuan untuk tumbuh mencapai confluency 70-80% dan 

diambil dari induk yang sama 

b. Eksklusi, merupakan kriteria sel MDA-MB-231 yang dalam 

pengkulturan selama penelitian tidak dapat berkembang atau 

terjadi kontaminasi. 

3. Teknik Pengambilan Sampel 

Teknik yang digunakan untuk mengambil sampel dalam penelitian ini, 

yaitu simple random sampling karena populasi dianggap homogen. 

Subkultur sel MDA-MB-231 yang confluency di dalam sumur 

diencerkan dengan menggunakan media DMEM sehingga kerapatan 

sel sekitar 4000 atau 4 x 103 sel MDA-MB-231 tiap sumurannya. 

Sumur yang telah mengandung lini sel MDA-MB-231 kemudian 

dibagi menjadi kelompok kontrol dan kelompok perlakuan secara 

acak. 

 

3.4 Pelaksanaan Penelitian 

3.4.1 Pembuatan Ekstrak Etanol Enhalus acoroides 

Enhalus acoroides yang diperoleh dari Pantai Ketapang, 

Kabupaten Pesawaran, Provinsi Lampung dicuci bersih dengan 

menggunakan air mengalir. Kemudian, dikeringanginkan selama ± 

3 hari. Setelah kering, Enhalus acoroides dihaluskan dengan 

menggunakan blender hingga diperoleh simplisia. Proses maserasi 

dilakukan dengan pelarut etanol 96% perbandingan 1:10 selama 

3x24 jam. Kemudian, disaring dengan menggunakan kertas saring 

untuk memisahkan antara endapan dan filtrat. Filtrat yang sudah 

disaring dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 50oC 

hingga diperoleh ekstrak kental. Setelah itu, ekstrak kental 

dimasukkan ke dalam oven pada suhu 40oC selama ± 24 jam 

hingga diperoleh ekstrak dalam bentuk pasta (Khasana dkk., 2025). 
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3.4.2 Uji Fitokimia 

Pengujian fitokimia berdasarkan pada penelitian yang dilakukan 

oleh (Kartikasari dkk., 2022) dapat dilihat pada Tabel 5. 

Tabel 5. Prosedur uji fitokimia 

Jenis Uji Perlakuan Indikator 

Alkaloid a. Sebanyak 0,5 mL ekstrak 

+ 5 tetes kloroform + 5 

tetes pereaksi Mayer (1 g 

KI + 20 mL aqades, + 

0,271 g HgCl2) 

a. Hasil positif 

menunjukkan warna 

larutan putih 

kecoklatan 

Flavonoid Sebanyak 0,5 mL ekstrak 

+ 0,5 g serbuk Mg + 0,5 

mL HCl pekat 

Hasil positif 

menunjukkan 

terbentuknya warna 

larutan merah, 

kuning, atau coklat 

dan terbentuk busa 

Steroid 

 
 
 
 
 

 

  

Sebanyak 0,5 mL ekstrak 

sampel + 2 mL kloroform 

+ 3 mL H2SO4 

Hasil positif 

menunjukkan 

adanya perubahan 

warna larutan 

menjadi biru, ungu, 

atau hijau 

Triterpenoid Sebanyak 0,5 mL ekstrak 

sampel + 2 mL kloroform 

+ 3 mL H2SO4 

Hasil positif 

menunjukkan 

adanya perubahan 

warna larutan 

menjadi warna 

merah atau kuning 
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Tabel 5. Prosedur uji fitokimia (lanjutan) 

Jenis Uji Perlakuan Indikator 

Tanin Sebanyak 1 mL ekstrak + 

3 tetes larutan FeCl3 10% 

Hasil positif 

menunjukkan 

adanya perubahan 

warna larutan 

menjadi hitam 

kebiruan 

Saponin Sebanyak 0,5 mL ekstrak 

+ 5 mL aquades kemudian 

dikocok selama 30 detik 

Hasil positif 

menunjukkan 

terbentuknya busa 

Fenolik Sebanyak 1 mL ekstrak + 

3 tetes larutan FeCl3 2% 

Hasil positif 

menunjukkan 

adanya perubahan 

warna larutan 

menjadi hitam 

kebiruan 

 

3.4.3 Identifikasi Senyawa menggunakan Metode FTIR (Fourier  

Transform Infrared Spectroscopy) 

FTIR dilakukan untuk mengidentifikasi gugus fungsional dari 

suatu senyawa melalui analisis pita absorbansi sehingga dapat 

diketahui struktur molekul dan susunan ikatan kimia dari senyawa 

tersebut. Pada bidang farmasi, FTIR digunakan untuk verifikasi 

identitas obat, deteksi kontaminan, dan memastikan kualitas dari 

produk farmasi (Siddique, 2024). Sebanyak 2 mg sampel ekstrak 

etanol Enhalus acoroides dan 198 mg KBr ditimbang dan 

dihaluskan, lalu dicetak hingga membentuk plat tipis yang 

transparan. Selanjutnya, sampel dibaca dengan menggunakan 

Spektroskopi FTIR yang terhubung dengan komputer. Spektrum 

gelombang yang dihasilkan lalu dibandingkan dengan tabel IR 

pada penelitian sebelumnya. 
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3.4.4 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH 

Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH dilakukan untuk 

mengukur kemampuan antioksidan yang terkandung dalam suatu 

senyawa untuk menetralkan radikal bebas DPPH. Metode DPPH 

banyak digunakan karena sederhana, tidak membutuhkan biaya 

yang banyak, dan pengujiannya cepat (Yamauchi dkk., 2024). Uji 

aktivitas antioksidan dengan metode DPPH yang dilakukan pada 

penelitian ini mengacu pada Bareta dkk (2025). Pertama, masing-

masing sebanyak 200 mg ekstrak etanol Enhalus acoroides dan 

Taurin dilarutkan dalam 100 ml metanol untuk membuat larutan 

stok 2000 ppm. Selanjutnya, dibuat beberapa tingkat konsentrasi, 

yaitu 250; 500; 750; 1000; dan 1250 ppm dengan masing-masing 

pengulangan sebanyak 3 kali. Kemudian, sebanyak 4 mg serbuk 

DPPH dilarutkan dalam 100 ml metanol lalu dikocok hingga 

homogen untuk membuat larutan DPPH 40 ppm. Setelah itu, 

larutan DPPH disimpan dalam labu takar yang sudah dilapisi 

dengan alumunium foil dan disimpan pada suhu rendah untuk 

menjaga kualitas larutan. 

Selanjutnya, sebanyak 2 ml larutan DPPH 40 ppm diambil dan 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang sudah dilapisi dengan 

alumunium foil. Lalu, sebanyak 2 ml larutan ekstrak etanol 

Enhalus acoroides dan Taurin pada masing-masing konsentrasi 

ditambahkan ke dalam tabung reaksi berisi larutan DPPH dan 

dikocok hingga homogen. Untuk kontrol positif (K+) 

menggunakan asam askorbat dengan konsentrasi 2; 4; 6; 8; dan 10 

ppm masing-masing 3 kali pengulangan. Setelah itu, diinkubasi di 

tempat yang gelap pada suhu 30oC selama 30 menit. Kemudian, 

diukur absorbansi dari masing-masing sampel dengan 

menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 

514 nm (Souhoka dkk., 2019).  
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3.4.5 Penetasan Telur Artemia salina 

Telur Artemia salina yang didapat dengan merk dagang “Supreme 

Plus”. Untuk menetaskan telur, diperlukan akuarium yang dibagi 

menjadi 2 bagian, yaitu bagian gelap dan bagian terang. Styrofoam 

yang dilubangi bagian bawahnya dapat digunakan sebagai 

pembatas pada akuarium. Bagian gelap dibuat dengan cara ditutupi 

lakban hitam dan bagian terang diberi cahaya lampu yang 

dilengkapi dengan aerator. Akuarium diisi dengan air laut steril 

sebanyak 500 ml dan diletakkan pada suhu ruang. Sebanyak 100 

mg telur Artemia salina dimasukkan ke bagian gelap akuarium lalu 

dibiarkan selama 48 jam. Artemia salina yang telah menetas 

menjadi larva berusia 48 jam dapat digunakan sebagai hewan uji 

(Bareta dkk., 2023). 

 

3.4.6 Uji Toksisitas dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test  

(BSLT) 

Untuk melakukan uji toksisitas perlu membuat larutan stok terlebih 

dahulu. Sebanyak masing-masing 400 mg ekstrak etanol Enhalus 

acoroides dan Taurin dilarutkan dalam 200 ml etanol 70% untuk 

membuat larutan stok 2000 ppm. Kemudian, larutan stok dipipet 

sebanyak 0,16; 0,32; 0,63; 1,25; 2,5; dan 5 ml ke dalam tabung uji 

untuk membuat konsentrasi uji yang diinginkan. Kontrol negatif 

hanya dengan air laut dan tidak diberikan bahan uji. Selanjutnya, 

masing-masing tabung uji diisi oleh 1 ml air laut dan ditambahkan 

1 tetes ragi yang dibuat dengan melarutkan 3 mg ragi dalam 5 ml 

air laut sebagai sumber makanan untuk larva Artemia salina. 

Setelah itu, sebanyak 10 ekor larva Artemia salina dimasukkan ke 

dalam masing-masing tabung uji lalu ditambahkan air laut hingga 

volumenya mencapai 5 ml sehingga diperoleh konsentrasi 62,5; 

125; 250; 500; 1000; dan 2000 ppm. Untuk pengujian ini dilakukan 

pengulangan sebanyak 5 kali. Selanjutnya, diinkubasi selama 24 

jam dan kematian larva Artemia salina dihitung dengan 
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menggunakan bantuan kaca pembesar yang disinari cahaya. Jika 

tidak terjadi pergerakan pada larva Artemia salina, maka dihitung 

sebagai kematian larva (Khasana dkk., 2025). 

 

3.4.7 Pembuatan Medium Kultur Komplit 

Media yang digunakan untuk membiakkan sel MDA-MB-231, 

yaitu media RPMI yang telah dilakukan thawing dalam waterbath 

hingga 45 mL lalu ditambahkan Penicillin Streptomycin 1% 

sebanyak 500 µL, L-glutamat 1% sebanyak 500 µL, dan larutan 

FBS 10% sebanyak 5000 µL CCRC (2009). 

 

3.4.8 Reaktivasi Sel dari Penyimpanan 

Sel MDA-MB-231 dicairkan dengan waterbath pada suhu 37oC 

selama 2-3 menit setelah dikeluarkan dari tangki nitrogen cair. 

Kemudian, sebanyak 4 ml medium komplit RPMI dimasukkan ke 

dalam conical tube. Setelah itu, ditambahkan suspensi sel sebanyak 

1 µL. Lalu, disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 3 

menit untuk memisahkan antara sel dengan medium. Bagian 

supernatan dibuang karena dianggap limbah, sedangkan bagian 

yang mengendap merupakan sel. Selanjutnya, resuspensi sel 

dengan medium komplit RPMI sebanyak 1 mL. Kemudian, 

dimasukkan ke dalam flask T25 sebanyak 1 mL. Lalu, sel 

diinkubasi dalam inkubator CO2 hingga sel mencapai konfluensi 

80% (CCRC, 2009). 

 

3.4.9 Subkultur Sel (Passage) 

Sebelum sel bisa digunakan untuk pengujian, perlu dilakukan 

subkultur setelah reaktivasi. Hal ini dikarenakan untuk memulai 

pengujian, sel sudah dalam kondisi yang optimal setelah 

disubkultur sebanyak 2 kali atau minimal pengujian di Passage 2 
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(P2). Subkultur dilakukan setelah sel mencapai kondisi konfluen 

80% setelah direaktivasi. Flask T25 berisi sel yang telah diinkubasi 

dikeluarkan dari inkubator CO2. Setelah itu, medium RPMI 

komplit yang terdapat dalam flask T25 dibuang. Kemudian, dicuci 

dengan menggunakan PBS 1x sebanyak 1 mL. Pencucian 

dilakukan berulang sebanyak 2 kali. Karena sifat sel MDA-MB-

231 yang melekat pada wadah dan juga untuk memisahkan sel 

yang satu dengan yang lainnya, maka ditambahkan Tripsin 1x 

sebanyak 1 mL ke dalam flask T25 dan diinkubasi dalam inkubator 

CO2 selama 3 menit. Lalu, medium RPMI komplit ditambahkan ke 

dalam flask T25 sebanyak 1 mL. Kemudian, semua yang terdapat 

di dalam flask T25 dipindahkan ke dalam conical tube, lalu 

disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 3 menit. Setelah 

itu, bagian supernatan yang berisi tripsin dan medium RPMI 

komplit dibuang.  

Selanjutnya, medium RPMI komplit ditambahkan kembali 

sebanyak 1 mL untuk resuspensi sel yang telah disentrifugasi dan 

dihomogenkan. Kemudian, cawan petri berdiameter 6 cm 

disiapkan untuk subkultur sel. Sebanyak 3 mL medium RPMI 

komplit dimasukkan ke dalam cawan petri. Lalu, sebanyak 300 µL 

suspensi sel diambil dari conical tube dan dimasukkan ke dalam 

cawan petri berisi medium RPMI komplit untuk ditumbuhkan. 

Setelah itu, cawan petri berisi sel diinkubasi hingga konfluen 80% 

dalam inkubator CO2. Hasil dari subkultur pertama setelah 

reaktivasi sel disebut Passage 1 (P1). Untuk itu, perlu disubkultur 

kembali dengan cara yang sama hingga mencapai batas minimal 

sel untuk diuji, yaitu P2 (Geraghty dkk., 2014). 

 

3.4.10 Pemanenan dan Penghitungan Sel MDA-MB-231 

Setelah sel dilakukan subkultur sebanyak 2 kali dan telah mencapai 

konfluensi 80%, maka dilakukan pemanenan dan penghitungan sel. 
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Langkah-langkah yang harus dilakukan, yaitu cawan petri yang 

berisi sel dikeluarkan dari inkubator CO2. Kemudian, media RPMI 

komplit yang berada dalam cawan petri dibuang. Lalu, dicuci 

dengan PBS 1x sebanyak 1 mL dan diulang 2 kali. Setelah itu, 

sebanyak 1 ml tripsin 1x ditambahkan ke dalam cawan petri dan 

diinkubasi dalam inkubator CO2 selama 3 menit. Kemudian, 

medium RPMI komplit ditambahkan ke dalam cawan petri 

sebanyak 1 mL lalu pindahkan ke dalam conical tube. Lalu, 

disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 3 menit. Bagian 

supernatan yang berisi tripsin dan medium RPMI komplit dibuang. 

Setelah itu, ditambahkan kembali medium RPMI komplit sebanyak 

1 mL untuk resuspensi sel dalam conical tube (CCRC, 2013). 

Untuk penghitungan sel, sebanyak 10 µL suspensi sel diambil dan 

dimasukkan ke dalam conical tube lain. Lalu, ditambahkan Trypan 

blue sebanyak 10 µL untuk mewarnai sel. Setelah itu, sel dapat 

dihitung dalam Haemocytometer. Sel yang mati akan berwarna 

biru. Empat kamar hitung dipilih untuk melakukan perhitungan 

menggunakan haemocytometer CCRC (2009). 

 

𝑅𝑎𝑡𝑎𝑎𝑛 𝑆𝑒𝑙 =  
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑠𝑒𝑙 𝑠𝑒𝑚𝑢𝑎 𝑘𝑎𝑚𝑎𝑟 ℎ𝑖𝑡𝑢𝑛𝑔

4
 

 

  𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑠𝑒𝑙 ℎ𝑖𝑡𝑢𝑛𝑔 (𝑝𝑒𝑟 𝑚𝐿) =  
𝑅𝑎𝑡𝑎𝑎𝑛 𝑠𝑒𝑙 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑝𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛𝑐𝑒𝑟𝑎𝑛

4
 𝑥 104  

 

 

3.4.11 Preparasi Bahan Uji dan Kontrol 

Persiapan sampel dilakukan sebelum uji sitotoksik dan uji 

antiproliferatif dengan membuat larutan stok ekstrak etanol 

Enhalus acoroides dan larutan stok taurin. Untuk membuat larutan 

stok ekstrak etanol Enhalus acoroides 100.000 ppm dengan cara 

ekstrak ditimbang sebanyak 100 mg. Lalu dilarutkan dengan 

pelarut DMSO 100% dan air (1:1) masing-masing sebanyak 0,5 
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mL. Selanjutnya, untuk membuat larutan stok taurin 10.000 ppm 

dengan cara taurin ditimbang sebanyak 10 mg. Lalu dilarutkan 

dengan PBS 1x sebanyak 1 mL. Kemudian, masing-masing larutan 

stok ekstrak dan taurin diencerkan hingga membuat konsentrasi 

bertingkat yang diinginkan, yaitu 31,25; 62,5; 125; 250; 500; dan 

1000 ppm. Hal ini dilakukan karena konsentrasi akhir yang 

diinginkan akan 2x lebih encer setelah ditambahkan ke dalam 96-

well plate berisi suspensi sel, yaitu 62,5; 125; 250; 500; 1000; dan 

2000 ppm sehingga konsentrasi bahan uji dibuat 2x lebih pekat 

untuk mencapai konsentrasi tersebut. 

Selanjutnya, kontrol positif (K+) Cisplatin konsentrasi 2000 ppm 

dibuat dengan cara cisplatin ditimbang sebanyak 2 mg. Lalu 

dilarutkan dengan pelarut DMSO 100% 2 mL. Kemudian, 

diencerkan hingga konsentrasi 1,5625; 3,125; 6,25; 12,5; 25; dan 

50 ppm sehingga konsentrasi akhir cisplatin setelah ditambahkan 

ke dalam 96-well plate berisi suspensi sel, yaitu 3,125; 6,25; 12,5; 

25; 50; dan 100 ppm. 

Kemudian, kontrol pelarut (KP) juga perlu dibuat karena ekstrak 

dilarutkan dalam DMSO. Sediaan DMSO yang dimiliki, yaitu 

100% perlu diencerkan dengan medium RPMI komplit hingga 

konsentrasi 0,03125%; 0,0625%; 0,125%; 0,25%; 0,5%; dan 1%. 

Konsentrasi DMSO tertinggi per well adalah 1%. Hal ini 

dikarenakan DMSO yang bersifat toksik dan dapat memengaruhi 

hasil uji (Amalia dkk., 2025). 

Ekstrak yang sudah disiapkan dapat diujikan pada lini sel di dalam 

LAF cabinet secara aseptis CCRC (2009). 

 

3.4.12 Pembuatan Sediaan Seeding 

Sediaan seeding dibuat untuk mengetahui berapa jumlah suspensi 

sel yang dibutuhkan tiap well untuk selanjutnya dilakukan uji 
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sitotoksik dan uji antiproliferatif. Setiap well ditanam dengan 

kerapatan 3-5 x 103 sel/sumur hingga mencapai konfluensi 70-80% 

(Amalia dkk., 2025). Berikut perhitungan yang dilakukan untuk 

membuat sediaan seeding: 

 

𝐾𝑒𝑏𝑢𝑡𝑢ℎ𝑎𝑛 𝑠𝑒𝑙 = 𝐾𝑒𝑟𝑎𝑝𝑎𝑡𝑎𝑛 𝑠𝑒𝑙 𝑥 𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑤𝑒𝑙𝑙 𝑥 𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑝𝑙𝑎𝑡𝑒 

 
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑠𝑒𝑙 = 𝑆𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠𝑖 𝑠𝑒𝑙 𝑥 𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑤𝑒𝑙𝑙 

 

𝐾𝑒𝑏𝑢𝑡𝑢ℎ𝑎𝑛 𝑠𝑒𝑙/𝑚𝐿 =  
𝐾𝑒𝑏𝑢𝑡𝑢ℎ𝑎𝑛 𝑠𝑒𝑙

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑢𝑚
 

 

𝑃𝑒𝑟ℎ𝑖𝑡𝑢𝑛𝑔𝑎𝑛 𝑝𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛𝑐𝑒𝑟𝑎𝑛 =  
𝐾𝑒𝑏𝑢𝑡𝑢ℎ𝑎𝑛 𝑠𝑒𝑙

𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑠𝑡𝑜𝑘 𝑠𝑒𝑙 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑝𝑒𝑟𝑜𝑙𝑒ℎ
 

 

3.4.13 Seeding Sel dalam 96-Well Plate 

Setelah membuat sediaan seeding, sel kemudian ditanam (seeding) 

ke dalam 96-well plate. Sebanyak 50 µL suspensi sel dimasukkan 

ke dalam masing-masing well, kecuali well untuk kontrol medium 

ekstrak (KME) dan kontrol medium (KM). Kemudian, 96-well 

plate diperiksa di bawah mikroskop untuk memastikan semua well 

telah berisi sel. Setelah itu, diinkubasi dengan inkubator CO2 

hingga sel mencapai konfluensi 80% untuk selanjutnya dapat 

dilakukan uji sitotoksik dan uji antiproliferatif. 

 

3.4.14 Uji Sitotoksik dengan Metode WST-8 

Suspensi sel yang sebelumnya telah ditanam (seeding) sebanyak 50 

µL dalam 96-well plate dan telah mencapai konfluensi 80% dapat 

dilakukan uji sitotoksik dengan metode WST-8. Bahan uji, yaitu 

ekstrak etanol Enhalus acoroides dan taurin dengan konsentrasi 

31,25; 62,5; 125; 250; 500; dan 1000 ppm serta K+ Cisplatin 

dengan konsentrasi 1,5625; 3,125; 6,25; 12,5; 25; dan 50 ppm 

masing-masing sebanyak 50 µL dimasukkan ke dalam well yang 
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telah berisi 50 µL sehingga konsentrasinya menjadi 62,5; 125; 250; 

500; 1000; dan 2000 ppm untuk kedua bahan uji dan untuk K+ 

Cisplatin konsentrasinya menjadi 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; dan 

100 ppm. Setelah itu, diinkubasi dalam inkubator CO2 selama 24 

jam. 

Setelah 24 jam, 96-well plate dikeluarkan dari dalam inkubator dan 

semua isi yang ada di dalam well diganti atau dibuang terlebih 

dahulu untuk mengurangi terjadinya bias selama pengukuran. Lalu, 

medium RPMI komplit ditambahkan sebanyak 100 µL ke dalam 

masing-masing well. Selanjutnya, reagen CCK-8 ditambahkan 

sebanyak 10 µL ke dalam masing-masing well. Kemudian, 

diinkubasi kembali dalam inkubator CO2 selama 2 jam. Setelah itu, 

absorbansi sel dapat diukur dengan spektrofotometri UV-Vis 

dengan panjang gelombang 450 nm dan 620 nm sesuai dengan 

reagen CCK-8 yang digunakan (Amalia dkk., 2025). 

 

3.4.15 Uji Antiproliferatif dengan Metode WST-8 

Uji antiproliferatif atau doubling time dilakukan untuk mengetahui 

waktu yang dibutuhkan sel untuk menjadikan jumlahnya menjadi 

dua kali dari jumlah awal. 96-well plate yang telah berisi 50 µL 

suspensi sel diberikan bahan uji ekstrak etanol Enhalus acoroides 

dan taurin dengan konsentrasi 31,25; 62,5; 125; 250; 500; dan 1000 

ppm serta K+ Cisplatin dengan konsentrasi 1,5625; 3,125; 6,25; 

12,5; 25; dan 50 ppm masing-masing sebanyak 50 µL dimasukkan 

ke dalam well yang telah berisi 50 µL sehingga konsentrasinya 

menjadi 62,5; 125; 250; 500; 1000; dan 2000 ppm untuk kedua 

bahan uji dan untuk K+ Cisplatin konsentrasinya menjadi 3,125; 

6,25; 12,5; 25; 50; dan 100 ppm. Setelah itu, diinkubasi dalam 

inkubator CO2 selama 24, 48, dan 72 jam. 

Setelah 24, 48, dan 72 jam, 96-well plate dikeluarkan dari dalam 

inkubator dan semua isi yang ada di dalam well diganti atau 
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dibuang terlebih dahulu untuk mengurangi terjadinya bias selama 

pengukuran. Lalu, medium RPMI komplit ditambahkan sebanyak 

100 µL ke dalam masing-masing well. Selanjutnya, reagen CCK-8 

ditambahkan sebanyak 10 µL ke dalam masing-masing well. 

Kemudian, diinkubasi kembali dalam inkubator CO2 selama 2 jam 

(Amalia dkk., 2025). Setelah itu, absorbansi sel dapat diukur 

dengan spektrofotometri UV-Vis dengan panjang gelombang 450 

nm dan 620 nm sesuai dengan reagen CCK-8 yang digunakan. 

Selanjutnya, dilakukan proses analisis statistik mengetahui 

viabilitas sel pada waktu inkubasi yang berbeda CCRC (2013). 
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3.5 Diagram Alir 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. Diagram alir penelitian 
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3.6 Analisis Data 

3.6.1 Uji Fitokimia 

Hasil positif dari uji fitokimia ditunjukkan dengan adanya 

perubahan warna, terbentuknya endapan, atau busa setelah 

ditambahkan senyawa atau reagen tertentu. Hasil dari uji fitokimia 

yang diperoleh selanjutnya dianalisis secara deskriptif. 

 

3.6.2 Identifikasi Senyawa Hasil FTIR 

Senyawa yang sudah diidentifikasi dengan metode FTIR untuk 

mengetahui gugus fungsinya akan diperoleh berupa bilangan 

gelombang melalui analisis deskriptif. 

 

3.6.3 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH 

Hasil dari uji aktivitas antioksidan dianalisis melalui nilai 

absorbansi yang diperoleh setelah pengukuran dengan 

spektrofotometri UV-Vis. Persentase aktivitas antioksidan dihitung 

dengan rumus (Susanto dkk., 2018): 

 

%𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑘𝑠𝑖𝑑𝑎𝑛 =  
𝐴𝑏𝑠. 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐴𝑏𝑠. 𝑝𝑒𝑟𝑙𝑎𝑘𝑢𝑎𝑛

𝐴𝑏𝑠. 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 𝑥 100% 

Kategori aktivitas antioksidan dapat digolongkan menjadi 

(Molyneux, 2004): 

- Sangat Kuat = IC50 < 50 ppm 

- Kuat = IC50 50-100 ppm 

- Sedang = IC50 100-150 ppm 

- Lemah = IC50 150-200 ppm 

- Sangat Lemah = IC50 > 200 ppm 
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3.6.4 Uji Toksisitas dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test  

(BSLT) 

Hasil uji toksisitas dengan metode BSLT ditentukan dengan lethal 

concentration 50 (LC50). Perhitungan persentase kematian larva 

Artemia salina menggunakan rumus (Nerdy dkk., 2021): 

 

%𝐾𝑒𝑚𝑎𝑡𝑖𝑎𝑛 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 =  
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 𝑚𝑎𝑡𝑖

𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
 𝑥 100% 

 

Tetapi, jika pada kontrol ada larva yang mati, maka %kematian 

dapat dihitung dengan rumus (Widyasari dkk., 2018): 

 

%𝐾𝑒𝑚𝑎𝑡𝑖𝑎𝑛 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 =
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 𝑚𝑎𝑡𝑖 𝑝𝑎𝑑𝑎 𝑢𝑗𝑖 − 𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 𝑚𝑎𝑡𝑖 𝑝𝑎𝑑𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙

𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 𝑢𝑗𝑖 𝑎𝑤𝑎𝑙 𝑝𝑎𝑑𝑎 𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡𝑎𝑛 𝑢𝑗𝑖
 𝑥 100% 

 

Setelah itu, analisis nilai probit dengan menggunakan software 

SPSS untuk mendapatkan nilai LC50. 

Tingkat toksisitas senyawa dikategorikan menjadi (Hamidi, 2014): 

- Toksisitas tinggi = LC50 0-100 ppm 

- Toksisitas sedang = LC50 100-500 ppm 

- Toksisitas rendah = LC50 500-1000 ppm 

- Tidak Toksik = LC50 > 1000 ppm 

 

3.6.5 Uji Sitotoksik dengan Metode WST-8 

Hasil uji sitotoksik dengan metode WST-8 ditentukan dengan 

menghitung persentase viabilitas sel kanker MDA-MB-231. Data 

absorbansi yang diperoleh dari uji sitotoksik dikonversi ke dalam 

bentuk persen sel hidup dengan rumus: 

 

%𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑎𝑠 𝑆𝑒𝑙 =
(𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑝𝑒𝑟𝑙𝑎𝑘𝑢𝑎𝑛 − 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎)

(𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑠𝑒𝑙 − 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎)
 𝑥 100% 
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Kemudian analisis nilai probit untuk menentukan nilai IC50 dengan 

menggunakan software GraphPad Prism yang mengacu pada 

Cancer Chemoprevention Research Center (CCRC, 2013). 

 

3.6.6 Uji Antiproliferatif dengan Metode WST-8 

Hasil uji antiproliferatif dengan metode WST-8 dianalisis 

menggunakan software Microsoft Excel untuk mendapatkan nilai 

doubling time. Hal ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan 

jumlah sel hidup pada perlakuan ekstrak dan taurin dengan waktu 

inkubasi yang berbeda. Nilai doubling time dari setiap perlakuan 

dapat dihitung dengan rumus. 

 

𝐷𝑜𝑢𝑏𝑙𝑖𝑛𝑔 𝑡𝑖𝑚𝑒 =  
𝑌 − 𝐴

𝐵
𝑥 100% 

 

Keterangan: Y = Log (2x jumlah sel hidup awal) 

  A = Intersep 

  B = Slope 

Nilai doubling time yang diperoleh selanjutnya dibandingkan 

dengan nilai doubling time pada kontrol sel untuk mengetahui efek 

antiproliferatif yang dimiliki oleh bahan uji. 



 

 

 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Simpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa: 

1. Pada uji toksisitas dengan metode BSLT nilai LC50 ekstrak etanol Enhalus 

acoroides sebesar 461,576 ppm termasuk kategori toksisitas sedang dan 

nilai LC50 taurin sebesar 632,886 ppm termasuk toksisitas kategori 

rendah. 

2. Pada uji sitotoksik ekstrak etanol Enhalus acoroides dan taurin tidak 

bersifat sitotoksik terhadap sel MDA-MB-231 karena nilai IC50 ekstrak 

etanol Enhalus acoroides dan taurin masing-masing sebesar >2000 ppm, 

sedangkan pada K+ Cisplatin sebesar 3,6 ppm.  

3. Pada uji antiproliferatif ekstrak etanol Enhalus acoroides dan taurin tidak 

bersifat antiproliferatif terhadap sel MDA-MB-231 karena nilai doubling 

time yang tidak berbeda jauh dengan kontrol sel, sedangkan K+ Cisplatin 

bersifat antiproliferatif terhadap sel MDA-MB-231. 

4. Namun, ekstrak etanol Enhalus acoroides dan taurin menunjukkan adanya 

aktivitas antioksidan pada metode DPPH, yaitu dengan nilai IC50 sebesar 

858,43 ppm dan 955,56 ppm. Hal ini menunjukkan bahwa meskipun tidak 

bersifat sitotoksik dan antiproliferatif terhadap sel MDA-MB-231, tetapi 

ekstrak etanol Enhalus acoroides dan taurin dapat bersifat sebagai 

antioksidan dan mencegah terjadinya kanker. 
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5.2 Saran 

Adapun saran dari penelitian ini, yaitu perlu dilakukan uji dengan 

menggunakan pelarut lain yang lebih optimal dan dapat menarik semua 

senyawa bioaktif yang terkandung dalam Enhalus acoroides. Kemudian, perlu 

dilakukan pemurnian senyawa bioaktif khusus yang terkandung dalam 

Enhalus acoroides yang memang berpotensi sebagai antikanker untuk 

menghindari terjadinya sinergisme antara senyawa bioaktif. Selain itu, untuk 

mengoptimalkan potensi antikanker yang dimiliki oleh Enhalus acoroides dan 

taurin terhadap sel MDA-MB-231, perlu dilakukan kombinasi dengan 

menggunakan nanopartikel logam agar efek antikanker bekerja secara spesifik 

terhadap sel kanker dan meminimalisir efeknya terhadap sel normal yang 

berada di sekitar sel kanker. 
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